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(54) G-Cap Stabilisierte Oligonucleotide 

(57) Die Erfindung betrifft Oligonucleotide der Formel 
5 r -(CAP)-{Oligo)-{CAP)-3' 

wobei (Oligo) fur eine Nucleotidsequenz der Lange 10 bis 40 
Nucleotide steht und CAP fur G^, steht, wobei m eine ganze 
Zahl von null bis zehn, bevorzugt von zwei bis sechs, 
besonders bevorzugt von drei bis funf und ganz besonders 
bevorzugt vier bedeutet und wobei beide im Molekul 
vorkommenden CAPs unabhangig voneinander definiert sein 
konnen und im Falle, wenn m am 5'- oder 3'-Ende gleich nuM 
ist und das Ende der "Oligo'-Sequenz von keinem Guanin 
gebildet wird, verschieden sein mussen, Verfahren zu ihrer 
Herstellung, Arzneimittel enthaltend die erfindungsgemafien 
Oligonucleotide und ihre Verwendung zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur BehandJung von Erkrankungen oder zur 
Herstellung eines Diagnostikums. 
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Die folgenden Angaben fiind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
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Beschreibung 

Antisense Oligonucleotide (AO), Tripel Helix Bildende Oligonucleotide (TFO) und sense Oligonucleotide 
erwiesen sich als spezifische Inhibitoren der Genexpression in einer Vielzahl von Systemen, sowohl in vitro als 
5 auch in vivo [Uhlmann & Peyman, Chem. Rev. 1990, 90, 543; Milligan et aL, J. Med Chem. 1993, 36, 1923; Stein & 
Cheng, Science 1993, 261, 1004; Bielinski et aL, Science 1990, 250, 997} 

Eines der Hauptprobleme bei der Verwendung naturlich vorkommender Phosphodiester (PO) Oligonucleoti- 
de ist deren rascher Abbau durch verschiedene nucleolytische Aktivitaten sowohl in Zellen, wie auch im 
Zellkultur-Medium. Zur Stabilisierung von Oligonucleotiden wurden verschiedene chemische Modifikationen 
io eingesetzt Eine Obersicht Ober den Stand der Technik geben beispielsweise Uhlmann & Peyman, supra und P.D. 
Cook [Antisense Research and Applications, Crooke und Lebleu, Eds„ Chapter 9, S. 149ff, CRC Press Boca Raton 
1993]. Die Stabilisierung gegen nucleolytischen Abbau kann durch die Modifikation oder Ersatz der Phosphat- 
briicke, des Zuckerbausteins, der Nucleobase oder durch Ersatz des Zucker-Phosphat-Ruckgrats der Oligonu- 
cleotide erfolgen. Da die Phosphatbrticke das Zentrum des nucleolytischen Angriffs ist, wurden insbesondere 
is zahlreiche Modifikationen der Internucleosidbrticke beschriebeiL Die am haufigsten verwendeten nucleaseresi- 
stenten Internucleosidbriicken sind Phosphorothioat-(PS), Methylphosphonat- (MeP) und Phosphorothioat- 
(PA) Bracken. Eine weitere Mdglichkeit der Stabilisierung sind "hairpin" oder "self-stabilized" Oligonucleotide 
wie sie z. B. bei Tang et aL [NucL Acids Res. 21 : 2729, 1993] beschrieben werden. 

Ein weiteres Problem der Antisense Technologie ist die oft unzureichende Zellpenetration der Oligonucleoti- 
20 de. Zur Verbesserung wurden auch hier zahlreiche chemische Modifikationen eingesetzt Eine Obersicht iiber 
den Stand der Technik geben Uhlmann & Peyman, supra und P.D. Cook, supra. Diese Modifikationen beinhalten 
u. a. Iipophile Konjugat-Gruppen am 5'- oder 3'-Ende der Oligonucleotide und neutrale oder ionische "backbo- 
ne*-Modifikationen sowie 2'-Modifikationen am Pentofuranosylring. Hughes [Antisense Research and Develop- 
ment 4 : 211, 1994] zeigen, daB die Zell-Aufnahme von einem 10-meren Homo-G Phosphorothioat etwa um den 
25 Faktor 2 hdher ist als die Zell-Aufnahme der 1 0-meren Homo-Oligomeren Phosphorothioate von T, A oder C 

Blackburne [Nature 350 : 569, 1991] beschreibt Strukturen, die von G-reichen Oligonucleotiden eingenommen 
werden kdnnen. G-reiche Oligonucleotide mit mindestens vier kurzen Abschnitten mit G-Resten sind in der 
Lage, in Gegenwart von Na + oder K + kompakte intramolekulare Strukturen zu bilden, die als stabilisierendes 
Element sogenannte G-Quartette enthalten, dies sind vier in einer Ebene uber Hoogsten Basenpaarung ver- 
30 knupfte Guanin-Reste. Mehrere solche Elemente sind ubereinander angeordnet Oft sind Oligonucleotide zu 
kurz, um solche intramolekularen Strukturen auszubilden. In solchen Fallen konnen G-Quartett Strukturen 
durch Assoziation zweier Oligonucleotide gebildet werden. 

Es wurde nun gefunden, daB es eine sehr einfache Mdglichkeit gibt, unmodifizierte oder modifizierte (Art der 
Modifikation siehe ab Seite 4) OligonukJeotide hinsichtlich ihrer Nuclease-Resistenz und Zellpenetration deut- 
35 Hch zu verbessern namlich durch Verlangerung der Oligonucleotide am 3'- und/oder 5'-Ende um ein bis 10 
Guanine, so daB die Wirksamkeit erheblich verbessert wird 

Oberraschenderweise zeigen auch die erfindungsgemaBen Oligonucleotide eine Tendenz zur Assoziation 
bzw. Aggregation. Moglicherweise bilden auch sie G-Quartett Strukturen durch Assoziation zweier oder mehre- 
rer Oligonucleotide. Solche Strukturen wurden gegen Exonuclease Abbau schQtzen und zu einer erhdhten 
40 Aufnahme in die Zelle fahren. Da die assoziierten Strukturen immer auch im Gleichgewicht mit den "freien", 
Oligonucleotiden stehen, stQnde auch immer genugend "freies" Oligonucleotid zur Translations- bzw. Transkrip- 
tionskontrolle zur Verfugung. 
Gegenstand der Erf indung sind Oligonucleotide der Forrael 

45 5'-(CAP)-(Oligo)-(CAP)-3' 

wobei Oligo beispielsweise fiir 
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ACACCCAATTCTGAAAATGG 0), 

AGGTCCCTGTTCGGGCGCCA (II), 
GTCGACACCCAATTCTGAAAATGGATAA (III), 

G CT ATG TCGACACCC A ATTCTG AAA (IV), 

GTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTCCTG (V), 
GTCTCCGCTTCTTCTTCCTGCCATAGG (VI), 

GCGGGGCTCCATGGGGGTCG (VII), 

CAGCTGCAACCCAGC (VIII), 

GGCTGCTGGAGCGGGGCACAC (IX), 

AACGTTGAGGGGCAT (X), 

GTGCCGGGGTCTTCGGGC (XI), 

GGAGAACATCATGGTCGAAAG (XII), 

CCCGAGAACATCATGGTCGAAG (XIII), 

GGGGAAAGCCCGGCAAGGGG (XIV), 

CACCCGCCTTGGCCTCCCAC (XV), 

GGGACTCCGGCGCAGCGC (XVI), 

GGCAAACTTTCTTTTCCTCC (XVII), 

GGGAAGGAGGAGGATGAGG (XVIII), 

GGCAGTCATCCAGCTTCGGAG (XIX), 

GCAGTAAGCATCCATATC (XX), 

CCCCCACCACTTCCCCTCTC (XXI), 

CTCCCCCACCACTTCCCCTC (XXII), 

GCTGGGAGCCATAGCGAGG (XXIII), 

ACTGCTGCCTCTTGTCTCAGG (XXIV), 

CAATCAATGACTTCAAGAGTTC (XXV). 

GGTCCCTGTTCGGGCGCCA (XXVI), 

GTGCCGGGGTCTTCGGG (XXVII), 

GGAGGATGCTGAGGAGG (XXVIII), 

GGAGGATGCTGAGG (XXIX), 

CAGGAGGATGCTGAGGAGG (XXX), 

GGCTGCCATGGTCCC (XXXI), 

TCATGGTGTCCTTTGCAGCC (XXXII), 

TC ATG GTGTC CTTTG C A G (XXXIII), 

AAGTTCATGGTTTCGG (XXXIV) 
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und CAP fUr G m steht, wobei m eine ganze Zahl von null bis zehn, bevorzugt von zwei bis sechs, besonders 
bevorzugt von drei bis funf und ganz besonders bevorzugt vier bedeutet und wobei beide im Molekul vorkom- 
menden CAP's unabhangig voneinander definiert sein kdnnen und im Falle, wenn m am 5'- oder 3'-Ende gleich 
null ist und das Ende der w OIigo*-Sequenz von keinem Guanin gebildet wird, verschieden sein mussen. 
5 In den Fallen, in denen das Oligonucleotid (Oligo) am 5'- bzw. 3'-Ende mit einem oder mehreren Guaninen 
endet, kann es vorteilhaft sein, wenn CAP fur G( m -n) steht, wobei m wie oben definiert ist und n die Zahl der 
naturlicherweise am 5'- oder 3'-Ende des Oligonucleotids (Oligo) vorkommenden Guanine bedeutet und wobei 
(m— n) bevorzugt fur zwei bis sechs, besonders bevorzugt fur drei bis funf, ganz besonders bevorzugt fur vier 
steht 

io Die so abgewandelten Oligonucleotide kdnnen unmodifiziert oder modifiziert sein, wobei folgende Varianten 
zugelassen sein soli en: 

a) Vollstandiger oder teilweiser Ersatz der 3'- und/oder der S'-Phosphorsaurediesterbriicken, beispielsweise 
durch eine Phosphorothioat-, Phoshorodithioat-, (NR l R 2 )-Phosphoramidat-, Boranophosphat-, Phosphat- 

15 (Ci -C 21 )-0-AJkylester, Phosphat-t(C6-Ci 2 )AryI-(Ci -C 2 i -O-Alkyljester, 2,2,2-Trichlorodimethylethyl- 

phosphonat-, (Ci — Ca)Alkylphosphonat-, (Ce— Ci 2 )-Arylphosphonat-Brticke. 

Bevorzugt ist der Ersatz durch eine Phosphorothioat-, Phoshorodithioat-, NR l R 2 -Phosphoramidat-, 
Phosphat-O-Methylester-, Phosphat-O-ethylester-, Phosphat-O-isopropylester-, Methylphosphonat-, Phenyl- 
20 phosphonat-Brucke. Besonders bevorzugt ist der Ersatz durch eine Phosphorothioat-, Phoshorodithioat-, Me- 
thylphosphonat- Briicke. Ganz besonders bevorzugt ist der Ersatz durch eine Phosphorothioat-Brucke. 

R 1 und R 2 stehen unabhangig voneinander fur Wasserstoff oder fur (Q — Cis)-AIkyl, (Q— C^-Aryl, 
(C6-Cu)-Aryl-(Ci -C 8 )-aIkyl, -(CH 2 )c -[NH(CH 2 )cd-NR 3 R 3 steht, worin c eine ganze Zahl von 2 bis 6 und d 
eine ganze Zahl von 0 bis 6 ist, und R 3 unabhangig voneinander Wasserstoff, (Ct— CeJ-AlkyI oder (Ct— C4>-A1- 
25 koxy-Ci — Ce-alkyl ist; bevorzugt steht R 1 und R 2 fur Wasserstoff, (Q — Cg)-Alkyl oder Methoxyethyl, besonders 
bevorzugt fur Wasserstoff, (Ci — C4)-Alkyl oder Methoxyethyl R 1 und R 2 kdnnen auch zusammen mit dem sie 
tragenden Stickstoffatom einen 5-6-gliedrigen heterocyclischen Ring bilden, der zusatzlich ein weiteres Hetero- 
atom aus der Reihe O, S, N enthalten kann. 

Vorzugsweise sollen ein, zwei oder drei Phosphorsaurediesterbrucken am 5'-Ende und/oder am 3'-Ende 
30 ersetzt werden, bevorzugt am 5'- und am 3'-Ende. Bevorzugt soli auch der Ersatz der PhosphorsaurediesterbrGk- 
ken an den Pyrimidin-Positionen erfolgen. 

b) Vollstandiger oder teilweiser Ersatz der 3'- oder S'-Phosphoreaurediesterbriicken durch "De- 
phospho"-Brucken [s. z. B. Uhlmann und Peyman in "Methods in Molecular Biology", VoL 20: "Protocols for 

35 Oligonucleotides and Analogs", S. Agrawal, Ed, Humana Press, Totowa 1993, Chapter 16, 355ffJ beispiels- 

weise durch Formacetal, 3'-Thioformacetal, Methylhydroxylamin, Oxim, Methylendimethylhydrazo, Dime- 
thylensulfon, Silylgruppea 

Bevorzugt ist der Ersatz durch Formacetale und 3'-Thioformacetale. 
40 Vorzugsweise sollen ein, zwei oder drei Phosphorsaurediesterbrucken am 5'-Ende und/oder am 3'-Ende 
ersetzt werden, bevorzugt am 5'- und am 3'-Ende. Bevorzugt soil auch der Ersatz der PhosphorsaurediesterbrOk- 
ken an den Pyrimidin-Positionen erfolgen. 

c) Vollstandiger oder teilweiser Ersatz des Zuckerphosphat-Riickgrats, beispielsweise durch "Morpholino- 
45 nucleosid w -OIigomere [E. P. Stirchak et al„ Nucleic Acids Res. 17 : 6129, 1989] oder "Peptide Nucleic Acids" 

(PNA's) [P. E. Nielsen et all Bioconl. Chenx 5 : 3, 1994], oder auch PNA/DNA-Hydride, wie in der deutschen 
Patentanmeldung P 44 08 528.1 beschrieben. 

d) Vollstandiger oder teilweiser Ersatz der P-D-2'-Desoxyriboseeinheiten, beispielsweise durch a-D-2'-De- 
soxyribose, L-2'-Desoxyribose, 2'— F-2'-Desoxyribose, 2'— O— (Ci— CejAIkyl-Ribose, 2'— 0-(C 2 - Ce) Al- 
so kenyl-Ribose, 2'— NH 2 -2'-desoxyribose, P-D-Xylofuranose, a-Arabinofuranose, 2,4-Dideoxy-p-D-erythro- 

hexo-pyranose, und carbocyclische [z. B. Froehler, JAm.ChenLSoc. 114 : 8320, 1992] und offenkettige Zuk- 
keranaloga [z. B. Vandendriessche et aL, Tetrahedron 49 : 7223, 19931 Bicyclo-Zuckeranaloga fz. B. M. 
Tarkov et al, Helv. Chim. Acta 76 : 481, 1993]. 

55 Bevorzugt ist der Ersatz durch 2'-F-2'-Desoxyribose, 2'-0-(Ci-C6)Alkyl-Ribose, 2'-0-(C 2 -C6)Alke- 
nyl-Ribose, 2' — NH2-2'-desoxyribose. 

Besonders bevorzugt ist der Ersatz durch 2'— F-2'-Desoxyribose, 2'— O— (Ci — C4)Alkyl-Ribose, 
2'-0-(C2-C4)Alkenyl-Ribose,2'-NH 2 -2'-desoxyribose. 

Ganz besonders bevorzugt ist der Ersatz durch 2'— O-Methyl-, 2'— O-Allyl-, 2'— O-Butyiribose. 
60 Vorzugsweise sollen ein, zwei oder drei Riboseeinheiten am S'-Ende und/oder ? u 3'-Ende ersetzt werden, 
bevorzugt am 5'- und am 3'-Ende. Bevorzugt soil auch der Ersatz der Riboseeinheiten an den Pyrimidin-Positio- 
nen erfolgen. 

e) Vollstandiger oder teilweiser Ersatz der natOrlichen Nucleosid-Basen, beispielsweise durch 5-(Hydrox- 
65 ymethyl)uracil, 5-Aminouracil, Pseudouracil, DihydrouraciL 5-(C t — CeJ-Alkyl-uracil, 5-(C 2 — QO-AIkenyl- 

uracil, 5-(C 2 — C«>Alkinyluracil, 5-(Ci — C<s)-Alkyl-cytosin, 5-(C2— CeJ-AIkenyl-cytosin, 5-(C 2 — C<i)-Alkinylcy- 
tosin, 5-FluoruraciI, 5-Fluorcytosin, 5-Chloruracil, 5-Chlorcytosin, 5-Bromuracil, 5-Bromcytosin, 7-Deaza- 
7-substituierte Purine. Bevorzugt ist der Ersatz durch 5-(C t -C«)-Alkyl -uracil 5-(C 2 -Ce}-Alkenyl-uracil, 
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5-{C 2 -C6)-AlkinyI-uraciL S^Q-Q^Alkyl-cytosin, 5-(C 2 -C€)-Alkenyl-cytosin, 5-(C 2 -C6>-AJkinyi-cytosin, 
5-FIuoruraciI, 5-Fluorcytosin, 5-ChloruraciL 5-Chlorcytosin, 5-Bromuracil, 5-Bromcytosin, 7-Deaza-7-Aiki- 
nyl, bevorzugt hcxinyl-substituierte Purine, 7-Deaza-7-Methyl-substituierte Purine, 7-Deaza-7-brom subsi- 
tituierte Purine. 

Besonders bevorzugt ist der Ersatz durch 5-(C 3 — CcJ-Alkyl-uracil, 5-(C 2 — Q^AJkenyi-uracu, 5-(C 2 — O^-Alki- 
nyl-uracil, 5-(Ci — Cy-Alkyl-cytosin, 5-(C 2 — C6)-AlkenyI-cytosin, 5-(C 2 — Ce)-Alkinyl-cytosin. Ganz besonders be- 
vorzugt ist der Ersatz durch 5-Hexinylcytosin, 5-Hexinyluracil, 5-Hexinyicytosin, 5-Propinyluracil, 5-Propinylcy- 
tosin, Der Ersatz der Nucleosid-Basen soil nicht in den CAP-Bereichen erfolgen, 

Von den obengenannten Modifikationen sind vor allem die Modifikationen aus den Gruppen a), b), c) und d), 
vor allem aus den Gruppen a) und d), insbesondere aus der Gruppe a) bevorzugt 

Zusatzlich kdnnen die erfindungsgemaBen Oligonucleotide beispielsweise am 3'- oder S'-Ende rait Molekulen 
verbunden (konjugiert) sein, welche die Eigenschaften von Antisense-Oligonucleotiden oder von Tripelhelix 
bildenden Oligonucleotiden (wie beispielsweise Zellpenetration, Nucleaseabbau, Affinitat zur Target-RNA/ 
DNA, Pharmakokinetik) giinstig beeinflussen. Beispiele sind Konjugate mit Poly-Lysin, mit Interkalatoren wie 
Pyren, Acridin, Phenazin, Phenanthridin, mit fluoreszierenden Verbindungen wie Fluorescein, mit Cross-Linkera 
wie Psoralen, Azidoproflavin, mit lipopbilen MolekUlen wie (Ci 2 — C2o)-AlkyI, mit Lipiden wie 1,2-di-hexadecyI- 
rac-glycerin, mit Steroiden wie Cholesterin oder Testosteron, mit Vitaminen wie Vitamin E, mit Poly- bzw. 
Oligo-ethylengyicol, mit (Cu-CisJ-Alkyl-Phosphatdiestern, mit -0-CH 2 -CH(OH)-0-(Ci 2 -Ct 8 )-AlkyL 
Bevorzugt sind Konjugate mit lipophilen Molekulen wie (Ci 2 — C2o)-Alkyl, mit Steroiden wie Cholesterin oder 
Testosteron, mit Poly- oder Oligoethylenglykol, mit Vitamin E, mit Interkalatoren wie Pyren, mit (Cm— Cig)-Al- 
kyl-Phosphatdiestern, mit — O— CH 2 — CH(OH)-0-(Ci 2 — Ci 6 )-AJkyL Die Darstellung solcher Oligonucleotid- 
Konjugate ist dem Fachmann bekannt (s. z. B. Uhlmann & Peyman, Chem. Rev. 90: 543,1990; M. Manoharan in 
"Antisense Research and Applications", Crooke and Lebleu, Eds, CRC Press, Boca Raton, 1993, Chapter 17, 
S. 303ff,EP0552766A2). 

Weiterhin kdnnen die erfindungsgemlBen Oligonucleotide am 3' und/oder am S'-Ende 3'-3'- und 5'-5'-Inver- 
sionen[beschrieben beispielsweise in M. Koga et aL, J. Org. Chem. 56 : 3757, 1991] tragen. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Verbindungen 
nach dem Fachmann bekannten Verfahren, insbesondere die chemische Synthese, die Verwendung der erfin- 
dungsgemaBen Verbindungen zur Herstellung eines Arzneimittels sowie ein Verfahren zur Herstellung eines 
Arzneimittels, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man die erfindungsgemaBen Oligonucleotide mit einem 
physiologisch annehmbarenTrager sowie gegebenenfalls geeigneten Zusatz- und/oder Hilfsstoffen vermischt 

Ganz generell erstreckt sich die vorliegende Erfindung auch auf die Verwendung von therapeutisch wirksa- 
men Oligonucleotiden zur Herstellung eines Arzneimittels, bei denen mindestens ein nichtenstandiges Pyrimi- 
din-Nucleosid modifiziert ist. Als therapeutisch wirksame Oligonucleotide versteht man im allgemeinen Antisen- 
se Oligonucleotide, Tripelhelix-bildende-Oligonucleotide, Aptamere (RNA oder DNA-Moiekflle die an spezifi- 
sche Zielmolekule, z. B. Proteine oder Rezeptoren, binden konnen (z. B. LC Bock et aL, Nature 355: 564, 1992) 
oder Ribozyme (katalytische RNA, s, z. B. Castanetto et al. Critical Rev. Eukar. Gene Expr. 2 :331, 1992), 
insbesondere Antisense-OIigonucleotide. 

Dariiberhinaus ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Verwendung von Oligonucleoti- 
den mit mindestens einem nichtendstandigen und modifizierten Pyrimidin-Nucleosid als Diagnostikum, bei- 
spielsweise zur Detektion der Prasenz oder Absenz oder der Menge eines spezifischen doppeistrangigen oder 
einzelstrangigen Nucleinsauremolekuls in einer biologischen Probe. 

Die Oligonucleotide haben fur die erfindungsgemaBe Verwendung eine Lange von ca. 6 bis 60, vorzugsweise 
von ca. 10 bis 40, insbesondere von ca. 12 bis 31 NucleotiderL Ansonsten gel ten auch hier die oben beschriebenen 
Vorzugsbereiche, Modifikationen bzw. KonjugationerL 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung konnen beispielsweise zur Behandlung von Erkrankungen, die 
durch Viren hervorgerufen werden, beispielsweise durch HIV, HSV-1, HSV-2, Influenza, VSV, Hepatitis B oder 
Papilloma Viren, verwendet werden. 

ErfindungsgemaBe Antisense Oligonucleotide, die gegen solche Targets wirksam sind, sind beispielsweise: 

a) gegen HIV, z. B. 

5 '-G*G*G*G ACACCCAATTCTGAAAAT G*G*G*G-3 ' oder 
5 '-G*G*G*G A C A C C*C A A T*T C*T G A A A A T G # G*G*G-3 * oder 
5 *-G*G*G G A C A C*C*C AATTCTGAAAAT G*G*G*G-3 ' 

(1) 



5 '-G*G*G*A G G T # C C*C*T G T # T # C G G G C G C*C A G*G*G*G-3' oder 
5'-G*G*G*A G G T*C C*C*T G*T T*C G G G C G C*C*A*G*G*G*G-3 * 

(2) 
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5 '-G*G*G*G T»C C*C*T G T»T*C G G G C G C*C»A*G*G*G*G-3 ' 

(26) 

5'-G»G»G G T*C G A*C A C*C C A A T*T C*T G A A A A T*G G A 
T*A*A-3' Oder 

5'-G*G»G G T*C G A*C A C»C»C A A T*T C*T G A A A A T*G G A 
T*A*A-3' Oder 

5'-G*G*G G T # C G A*C A C*C*C A A T*T C*T G A A A A T*G G 
A*T*A*A-3* Oder 

5'-G*G*G T*C*G A*C A C*C*C A A T*T'C*T G A A A A T*G G 
A'T*A*A-3' 

(3) 

5'-G*C*T A T G T*C G A»C A C C*C A A T*T»C*T»G AAA G*G*G*G-3' 
oder 

5'-G*C»T A T*G T*C G A'C A C C*C A A T*T*C*T*G AAA G*G'G*G-3' 
oder 

5'-G*C*T A T*G T»C G A C A C»C C*A A T*T C*T G A A A G*G*G*G-3' 
oder 

5'-G*C«T A T*G T*C G A C*A C»C C*A A T*T C*T G A A A G*G*G*G-3' 
oder 

5'-G*C*T A T G T # C G A C A C*C C*A A T*T C*T G A A A G*G*G-3" 

(4) 

5'-G'T*C G C*T G T C*T*C*C G C T*T C T T C T T C C*T G*G*G*G oder 
5"-G*T*C G C*T G T C'T'C^C G C T*T C T T C T T C C*T G G*G*G*G oder 
5'-G*T»C G C*T G T C*T*C*C G C T*T C T T C T T C C*T G G*G*G*G*G 
oder 

(5) 

5'-G*T*C*T C*C G C T*T C*T T*C T*T C*C T G C'C A T A G G*G*G*G 
oder 

5'-G*T*C*T C*C G C T*T C*T T*C T*T C*C T G C*C ATA G*G*G*G Oder 

(6) 

b)gegen HSV-l.z. B. 




DE 195 02 912 Al 0 



5'-G*C*G G G G C T C C*A T G G G G G T*C*G*G*G-3' Oder 
5'-G*G*C*G G G G C*T C C A*T G G G G G T*C*G-3' Oder 

(7) 

5'-G*G*G*G A G G A T*G C*T*G A G G A G G*G*G*G Oder 
5'-G # G*G*G A G G A T*G C*T*G A G G A G G*G*G oder 

(28) 

5*-G*G*G*G G A G G A T*G C*T GAG G*G*G*G Oder 
5'-G*G*G G A G G A T*G C*T GAG G*G*G*G oder 

(29) 

5'-G*G*G*C A G G A G G A T*G C*T*G A G G A G G*G*G*G oder 
5 , -G*G*G*G*C A G G A G G A T*G C*T*G A G G A G G*G*G*G oder 

(30) 



Die hier angegebenen arabischen Zahlen beziehen sich auf die weiter vorne angegebenen ionischen Zahlen; 30 
die hier angegebenen Oligonucleotide sind zusStzlich mit den erfindungsgemiiBen CAP's versehen. 

Die durch eine Phosphorothioatbriicke (P S) ersetzten Phosphordiesterbindungen wurden in den Sequenzen 
mit einem Sternchen (*) markiert 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise auch zur Behandlung von Krebs oder 
der Restenose. Beispielsweise konnen dabei Oligonucleotid-Sequenzen zum Einsatz kommen, die gegen Targets 35 
gerichtet sind, die fur Krebsentstehung bzw. Krebswachstum verantwortlich sind Solche Targets sind beispiels- 
weise: 

1) Nucleare Onkoproteine wie beispielsweise c-myc, N-myc, c-myb, c-fos, c-fos/jun, PCNA, pi 20 

2) Cytoplasmische/Membran-assoziierte Onkoproteine wie beispielsweise EJ-ras, c-Ha-ras, N-ras, rrg, bcl-2, 40 
cdc-2, c-raf-1, c-mos, c-src, c-abl 

3) Zeliulare Rezeptoren wie beispielsweise EG F-Rezeptor, c-erbA, Retinoid-Rezeptoren, Protein-Kinase 
regulatorische Untereinheit, c-f ms 

4) Cytokine, Wachstumsfaktoren, Extrazellulare Matrix wie beispielsweise CSF— 1, IL-6, IL-1 a, IL-lb, IL-2, 
IL-4, bFGF, Myeloblastin, Fibronectin, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). 45 

ErfindungsgemaBe Antisense-Oligonucleotide, die gegen solche Targets wirksam sind, sind beispielsweise 

a) gegen c-Ha-ras, z. B. 



5'-G*G*G*G C A G C*T G*C A A C*C*C A G*C G*G*G*G-3' oder 
5 , -G*G*G*C A G C*T G*C A A C*C*C A G*C G*G*G*G-3" oder 
5'-G*G*G*G*C*A*G*C*T*G*C*A*A*C*C*C*A*G*C*G*G*G*G-3 ' oder 



50 



(8} 



60 



c) c-myc, z- B. 



65 
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5'-G*G*G«G C*T GC'TGGAG'CGGG G*C A C*A*C-3' Oder 
5'-G*G*G*G C*T G C*T G G A G*C G G G G*C A C*A*C*G*G*G*G-3 ' oder 

5--G*G*G»G*C*T-G*C*T*G*G*A*G-C*G*G*G*G'C*A-C'A*C*-3 ' oder 

(9) 

5'-G*G*G*G A A*C G T*T G A G G G G C«A*T-3' Oder 
5'-G*G'G*G A A*C G T*T G A G G G G C'A'T G*G*G'G-3' oder 

(10) 

d)c-myb,z. B. 

5'-G*G*G*G T*G C*C G G G G T*C*T»T C G G*G*C-3' oder 
5'-G*G*G*G T*G C'CGGGG T*C*T*T C G G*G«C G*G*G*G-3' Oder 

(11) 

5'-G*G*G*G T*G C*C*G G G G T*C T*T*C G G*G»G*G-3' oder 
5'-G*G*G*G T*G C*C*G G G G T*C T*T*C G G*G*G*G-3' oder 

(27) 



e)c-fos,z.B. 

35 



5'-G*G'G*G G A G A A C*A T*C A T*G G T*C G A A*A*G-3' oder 
5'-G*G*G*G G A G A A C*A T*C A T*G GPCGAAA G*G*G*G-3' oder 
5'-G*G*G*G A G A A C*A T*C A T*G G T*C G A A A G*G*G*G-3' oder 
5'-G*G*A G A A C*A«T*C A T*G G T'C G A A*A*G*G*G*G*G-3' oder 

(12) 



5 '-C*C*C*G A G A A*C A T*C A T*G G T*C G A*A*G*G*G*G*G-3 ' oder 

50 (13) 



55 



60 



5 '-G*G*G G A A A G C*C*C G G*C A A G G*G*G*G-3 ' oder 
5 '-G*G*G*G G A A A G C*C C*G G C*A A G G*G*G*G-3 ' 

(14) 



Opl20,z.B. 



65 



5'-C*A*C-C C*G C*C T*T G G C C T'C C*C A*C 6 G*G*G-G-3' oder 
5'-C*A*C*C C*G C*C T*T G G C*C T'C C*C A*C G G*G«G-3' oder 

(15) 



8 
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g) EGF-Rezeptor, z. B. 

5 '-G*G*G*G A C*T*C*C G G*C G*C A G C*G*C -3 ' Oder 
5'-G*G'G*G A C*T*C*C G G*C G*C A G C'G*C G*G*G*G-3' Oder 
5 '-G*G*G G G A C*T*C*C G G*C G*C A G C*G*C G G*G*G-3' oder 

(16) 

5 '-G*G*G*G C A A A C T*T*T C T T*T*T C C T*C*C-3 ' oder 
5 '-G*G*G*G C A A A C T*T*T C T T*T*T C C T*C*C G G*G*G-3 ' oder 

(17) 

h) D53 Tumorsuppressor, z. B. 

5 '-G*G*G GGAAGGAGGAGGA T*G A*G # G-3 ' oder 
5 '-G*G*G GGAAGGAGGAGGA T*G A G G G*G*G-3 * oder 

(18) 

5'-G*G*G*G*C A G T*C A T»C*C A G C*TT*C G G*A*G-3' oder 
5 '-G*G*G G*C A G T*C A T*C*C A G C*T T*C G G A G*G # G*G-3 * oder 

(19) 

i) bFGF, z. B. 

5'-G*G*G G C*T G C C A*T G G T* C*C*C-3* 
5 , -G*G*G*G C*T G C C A*T G G T* C C*C G*G*G*G-3' 

(31) 



j)VEGF,z,B. 



5 '-G *G *G *G AAGT*T*CA *TGGT*T*TCG *G *G *G-3' 

(34) 
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Die Arzneimittel der vorliegenden Erfuidung eignen sich beispielsweise ferner zur Behandlung von Erkran- 
kungen, die durch Integrine oder Zell-Zell- Adhasionsrezeptoren beeinfluBt werden, beispielsweise durch VLA-4, 55 
VLA-2, ICAM oder ELAM. 

ErfmdungsgemaBe Antisense-Oligonucleotide, die gegen solche Targets wirksam sind, sind beispielsweise 

a)VLA-4,z.B. 

60 

5 , -G*G»G*G C*A G*T A A G C*A T*C*C A T*A # T*C-3' oder 
5 , -G*G*G*G C*A G*T A A G C*A T*C # C A T*A T*C G*G*G*G-3' oder 

65 

(20) 



9 
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b)ICAM,z.B. 



5'-G*G'G*G*C*C*C C C A C*C A C T*T*C*C C C T C*T*C-3' Oder 
5'-C*C*C*C C A C*C A C T*T*C*C C C T*C«T'C*G*G'G*G-3* odcr 
5'-G*G*G*G*C*C*C*C C A C*C A C T«T*C*C C C T*C*T*C*G*G*G*G-3' 
oder 

(21) 

5 '-G*G*G'C*T*C*C C C C A C*C A C T*T C C C*C*T*C*G*G»G*G-3 ' 

Oder 

5 '-G*G*C»T*C*C C C C A C*C A C T*T C C C*C*T*C*G*G*G*G-3 ' oder 

(22) 

5 '-G*G*G*G*C*T G G G A G C*C A*T A G»C G A»G*G-3 ' oder 
5 '-G*G*G*G*C*T GGGAGC'C A*T A G*C G A*G*G*G*G-3 ' oder 
5 '-G*G*G G*C*T G G G A G*C'C A*T A G*C G A G G*G*G*G-3 - oder 

(23) 

c)ELAM-l,z.B. 

5 '-A*C*T G C*T G C*C T*C T*T G T*C T*C A*G*G*G*G -3 ' oder 
5 '-G*G*G*G A C*T G C*T G C'C T*C T*T G T*C T-C A G G*G*G-3 ' oder 

(24) 

5 --G*G*G*G C*A A T-C A A T*G A C*T T'C A A G A G T*T*C-3 - oder 
5 '-C*A*A T C A A T*G A C*T T*C A A G A G T*T*C G G*G*G-3 ' 

(25) 



ErfindungsgemaBeAntisense-OUgonucIeotide.diegegensoIcheTargetswirksamsind.sindbeispielswe^ 
a)TNF-a!pha,z. B. 

5'-G*G*G*G T C A T G G*T G T C*C T*T T G C A*G*C*C 
5'-G»G*G*G T*C A*T G G*T G T C*C T*T*T G*C A G C*C G*G*G*G 
5'-G*G. G -G T-C A*T GG'TGT C'C T*T*T G*C AGC'CG G*G*G*G oder 

(32) 

5'-G*G*G*G T*C A*T G G*T G T C*C T*T*T G*C A G G*G*G*G 
5"-T*C*A*T G G*T G*T C*C T*T*T G*C A G G*G*G*G 

(33) 

10 
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Bezuglich der Numerierung der beispielhaften Oligonucleotide und dem Sternchen-Symbol gilbt obengesag- 
tes. Die erfindungsgemaBen Oligonucleotide kdnnen auch zur Herstellung ernes Diagnosticums wenigstens 
gegen alle genannten Krankheiten verwendet werden. 

Die Arzneimittel konnen z. B. in Form von pharmazeutischen Praparaten, die man oral, z. B. in Form von 
Tabletten, Dragees, Hart- oder Weichgelatinekapseln, Losungen, Emulsionen oder Suspensionen verabreichen 
kann, verwendet werden. Sie konnen auch rektal z. B. in Form von Suppositorien oder parenteral z. B. in Form 
von Injektionslosungen verabreicht werden* Fur die Herstellung von pharmazeutischen Praparaten konnen 
diese Verbindungen in therapeutisch inerten organischen und anorganischen Tragern verarbeitet werden. 
Beispiele von solchen Tragern fur Tabletten, Dragees und Hartgelatinekapseln sind Laktose, Maisstarke oder 
Derivate davon, Talg und Stearinsaure oder Salze davon. Geeignete Trager fiir die Herstellung von Losungen 
sind Wasser, Polyole, Saccharose, Invertzucker und Glucose, Geeignete Trager for Injektionslosungen sind 
Wasser, Alkohole, Polyole, Glycerol und pflanzliche Ole. Geeignete Trager fQr Suppositorien sind pflanzliche 
und gehartete Ole, Wachse, Fette und haibflQssige Polyole. Die pharmazeutischen Praparate kdnnen auch 
Konservierungsmittel, Losemittel, Stabilisierungsmittel, Netzmittel, Emulgatoren, SuBstoffe, Farbstoffe, Ge- 
schmacksmittel, Salze zur Veranderung des osmotischen Drucks, Puffer, Oberzugsmittel, Antioxidantien, sowie 
ggf. andere therapeutische Wirkstoffe enthalten. 

Bevorzugt sind orale Verabreichung und Injektionen. Fur die Injektion werden die Antisense-Oligonucleotide 
in einer fliissigen Losung, vorzugsweise in einem physiologisch annehrabaren Puffer, wie z. B. Hank's Losung 
oder Ringer's Losung, formuliert Die Antisense-Oligonucleotide konnen aber auch in fester Form formuliert 
werden und vor dem Gebrauch geldst oder suspendiert werden* 

Die fur die systematische Verabreichung bevorzugt en Dosierungen betragen ca. 0,01 mg/kg bis ca. 50 mg/kg 
Korpergewicht und Tag. 

Die folgenden Beispiele sollen nun die Erfindung naher erlautern* Tabelle 1 zeigt Oligonucleotide, die auf ihre 
in vitro Aktivitat gegen HSV-1 gepruft wurden. Das Oligonucleotid No. 4 ist wie bei Mann et al. (Bioconj. Chem. 
3 : 554, 1 992) beschrieben durch die Einfuhrung eines [4-{l-pyrenyI)butanyI]phosphodiesters am 5 r -Ende modifi- 
ziert Die erfindungsgemaBen Oligonucleotide wirken bereits bei einer minimalen Hemmkonzentration von 
9 \iM (Bspe, 1 und 4) oder sogar schon von 3 \lM (Bspe. 2 und 3). 

Beispiel 1 

Oligonucleotidsynthese 

Unmodifizierte Oligonucleotide wurden auf einem automatischen DNA Synthesizer (Applied Biosystems 
Model 380B oder 394) unter Anwendung der Standard Phosphoramidit-Chemie und Oxidation mit Jod syntheti- 
siert Zur Einfuhrung von Phosphorthioat-BrOcken in gemischten Phosphorothioaten und Phosphodiester Oligo- 
nucleotiden wurde anstelle von Jod mit TETD (Tetraethylthiuramdisulfid) oxidiert (Applied Biosystems User 
Bulletin 65). Nach Abspaltung vom festen Trager (CPG oder Tentagel) und Entfernung der Schutzgruppen mit 
konz. NH 3 bei 55°C wahrend 18h, wurden die Oligonucleotide zunachst durch Butanol-FaJlung (Sawadogo, Van 
Dyke, Nucl. Acids Res. 19 : 674, 1991 ) gereinigt AnschlieBend wurde das Natriumsalz erhalten durch Ausfallung 
aus einer 05 M NaQ Ldsung mit 25 Volumenteilen EthanoL 

Die Analyse der Oligonucleotide erfolgte durch 

a) Analytische Gelelektrophorese in 20% Acrylamid, 8M Harnstoff, 45 mM Trisborat Puffer, pH 7.0 
unaVoder 

b) HPLC- Analyse: Waters GenPak FAX, Gradient CH 3 CN (400ml), H 2 0 (1 .61), NaH 2 P0 4 (3.1 g), NaCI 
(1 1.7g), pH6.8 (0.1M an NaCI) nach CH 3 CN (400ml) ( H 2 0 (1.61), NaH 2 P0 4 (3.1g), NaCI (175.3g), pH6^ (ISM 
an NaQ) und/oder 

c) Kapillargelelektrophorese Beckmann Kapillare eCAP™, U100P Gel Column, 65 cm length, 100 mm I.D., 
window 15 cm from one end, Puffer 140 pM Tris, 360mM Borsaure, 7M Harnstoff und/oder 

d) Elektrospray Massenspektroskopie 

Die Analyse der Oligonucleotide ergab, daB diese jeweils in einer Reinheit von grOBer als 90% vorlagen. 

Beispiel 2 

Untersuchung der antiviralen Aktivitat von Priifsubstanzen gegen Herpesviren in vitro 

Die antivirale Aktivitat der Priifsubstanzen gegen verschiedene humanpathogene Herpesviren wird im Zell- 
kulturtestsystem untersucht 

Fur den Versuch werden Affennierenzellen (Vero, 2 x \0*/ml) in serumhaltigem Dulbecco's MEM (5% Fotales 
Kalberserum (FCS)) in 96-Napf-Mikrotiterplatten ausgesftt und 24 h bei 37°C und 5% C0 2 inkubien. Das 
serumhaltige Medium wird dann abgesaugt und die ZelJen werden zweimal mit serumfreiem Dulbecco's MEM 
uberspQlt 

Die Testsubstanzen werden in H 2 0 auf eine Konzentration von 600 (iM vorverdunnt und bei - 18°C aufbe- 
wahrt Fur den Test erfolgen weitere VerdUnnungsschritte in Dulbecco's Minimal Essential Medium (MEM). Je 
100 \l\ der einzelnen Prtifsubstanzverdunnungen werden zusammen mit 100 uJ serumfreiem Dulbecco's MEM 
( — FCS) zu den gespulten Zellen gegeben. 
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Nach 3 h Inkubation bei 37° C und 5<Vb C0 2 werden die Zellen mit Herpes Simplex Virus Typ 1 (ATCC VR733, 
HSV-1 F-strain) oder mit Herpes Simplex Virus Typ 2 (ATCC VR734, HSV-2 G-Strain) infiziert in Konzentratio- 
nen, bei denen der Zellrasen innerhalb von 3 Tagen vollkommen zerstSrt wird. Bei HSV-1 betragt die Infektions- 
starke 500 Plaque-bildende Einheiten (PFU) pro Napf, bei HSV-2 350 PFU/Napf. Die Versuchsansatze enthalten 
dann Prufsubstanz in Konzentrationen von 80 u,M bis 0,04 jiM in MEM, erganzt durch 100 U/ml Penicillin G und 
100 mg/1 Streptomycin. Alle Versuche werden als Doppelbestimmung durchgefuhrt mit Ausnahme der Kontrol- 
len, die achtfach je Platte durchgefuhrt werden. 

Die Versuchsansatze werden 17 h bei 37° C und 5% C0 2 inkubiert Die Cytotoxizitat der Prufsubstanzen wird 
nach 20 h Gesamtinkubationszeit durch mikroskopische Begutachtung der Zellkulturen bestimmt. Als Dosis 
tolerata maxima (DTM) wird die hdchste Praparatkonzentration bezeichnet, die unter den genannten Versuchs- 
bedingungen noch keine mikroskopisch erkennbaren Zellschadigungen hervorruf t 

Es erfolgt daraufhin die Zugabe von FCS auf eine Endkonzentration von 4% mit weiterer Inkubation fiir 55 h 
bei 37° C und 5% CO2. Die unbehandelten Infektionskontrollen zeigen dann einen kompletten cytopathischen 
Effekt (CPE). Nach mikroskopischer Begutachtung der Zellkulturen werden diese dann mit Neutralrot entspre- 
chend dem Vitalfarbungsverfahren nach Finter (1966) angef arbt Die antivirale Aktivitat einer Testsubstanz wird 
definiert als minimale Hemmkonzentration (MHK), die bendtigt wird, urn 30—60% der Zellen vor dem virusbe- 
dingten cytopathogenen Effekt zu schtttzen. 

Tabelle 1: Aktivitat von verschieden modifizierten Antisense-OIigonucIeotiden gegen HSV-1 in Zellkultur. 
Die durch eine Phosphorothioatbriicke (P=S) ersetzte Phosphodiesterbindungen wurden in der Sequenz mit * 
markiert;HMK «= minimale Hemmkonzentration; DTM = Dosis tolerata maxima; Py «- Pyren. 

Tabelle 1 







Sequenz 


MHK 


DTM 


01 


5'- 


G*G*G*C A G G A G G A T*G C*T*G A G G A G G*G*G*G 


9 


>80 


02 


5' 


G*G*G*G G A G G A T*G C # T*G A G G A G G*G*G*G 


3 


>80 


03 


5' 


G*G*G*G G A G G A T*G C*T GAG G*G*G*G 


3 


>80 


04 


5' 


PY-G*G*G*G G A G G A T*G C*T GAG G*G*G*G 


9 


>80 



Patentanspruche 

1. ) Oligonucleotide der Formel 
5'-(CAP)-(OIigo)-(CAP)-3' 

wobei (Oligo) fur eine Nucleotidsequenz der Lange 10 bis 40 Nucleotide steht und CAP fur G m stent, wobei 
m eine ganze Zahl von null bis zehn, bevorzugt von zwei bis sechs, besonders bevorzugt von drei bis fGnf 
und ganz besonders bevorzugt vier bedeutet und wobei beide im Molekul vorkommenden CAP'S unabhan- 
gig voneinander definiert sein kdnnen und im Falle, wenn m am 5'- oder 3'-Ende gleich null ist und das Ende 
der "Oligo^-Sequenz von keinera Guanin gebildet wird, verschieden sein mussen. 

2. ) Oligonucleotide nach Anspruch 1, wobei die Nucleotidsequenz des "(01igo)"-Anteils aus solchen Berei- 
chen von Genen stammt, die fur die Transkription der DNA oder die Translation der korrespondierenden 
m RNA bedeutsam sind. 

3. ) Oligonucleotide nach den Anspriichen 1 und 2, wobei (Oligo) fur 
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ACACCCAATTCTGAAAATGG (I), 

AGGTCCCTGTTCGGGCGCCA (ID, 
GTCGACACCCAATTCTGAAAATGGATAA (ill), 

G CTATGTC G AC A C CC A ATTCTG AAA (IV), 

GTCG CTGTCTCC G CTTCTTCTTCCTG (V), 

GTCTC C G CTTCTTCTTC CTG C C ATA G G (VI), 

GCGGGGCTCCATGGGGGTCG (VII), 

CAGCTGCAACCCAGC (VIII), 

GGCTGCTGGAGCGGGGCACAC (IX), 

AACGTTGAGGGGCAT (X), 

GTGCCGGGGTCTTCGGGC (XI), 

GGAGAACATCATGGTCGAAAG (XII), 

CCCGAGAACATCATGGTCGAAG (XIII), 

GGGGAAAGCCCGGCAAGGGG (XIV), 

CACCCGCCTTGGCCTCCCAC (XV), 

GGGACTCCGGCGCAGCGC (XVI), 

GGCAAACTTTCTTTTCCTCC (XVI!), 

GGGAAGGAGGAGGATGAGG (XVIII), 

GGCAGTCATCCAGCTTCGGAG (XIX), 

GCAGTAAGCATCCATATC (XX), 

CCCCCACCACTTCCCCTCTC (XXI), 

CTCCCCCACCACTTCCCCTC (XXII), 

GCTGGGAGCCATAGCGAGG (XXIII), 

ACTGCTGCCTCTTGTCTCAGG (XXIV), 

CAATCAATGACTTCAAGAGTTC (XXV), 

GGTCCCTGTTCGGGCGCCA (XXVI), 

GTG CC G G G GTCTTCGG G (XXVII), 

GGAGGATGCTGAGGAGG (XXVIII), 

GGAGGATGCTGAGG (XXIX), 

CAGGAGGATGCTGAGGAGG (XXX), 

GGCTGCCATGGTCCC (XXXI), 

TCATGGTGTCCTTTGCAGCC (XXXII), 

TCATGGTGTCCTTTGCAG (XXXIII), 

AAGTTCATGGTTTCGG (XXXIV), 
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4. ) Oligonucleotide nach den Ansprtichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB sie die Sequenzen 
C*A*GGAGGAT*GC*T*GAGGA*G*G, bevorzugt G*G*G*CAGGAGGAT*GC*T*GAG- 
GAGG*G*G*G, PY-G*G*G*GGAGGAT*GC*TGAGG*G*G*G, und besonders bevorzugt 
G*G*G*GGAGGAT*GC*T*GAGGAGG*G*G*G und G*G*G*GGAGGAT*GC*TGAGG*G*G*G 

5 haben. 

5. ) Oligonucleotide nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet daB die Oligonucleotide modifi- 
ziert sind 

6. ) Oligonucleotide nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 2 bis 10 nichtendstandige Pyrimidin-Nu- 
cleoside modifiziert sind 

10 7.) Oligonucleotide nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Oligonucleotide am S'-endstandigen 

und/oder am 3'-entstandigen Nucleotid modifiziert sind 

8. ) Oligonucleotide nach einem der Ansprtiche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB ein oder mehrere 
Gruppen von mindestens 1 bis 4 miteinander verbundenen Nukleotiden nicht modifiziert sind 

9. ) Oligonucleotide nach einem der Ansprtiche 5 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Modification 
15 definiert ist als 

(a) vollstandiger oder teilweiser Ersatz der 3'- und/oder S'-PhosphorsaurediesterbrOcken und/oder 

(b) vollstandiger oder teilweiser Ersatz der 3'- oder S'-PhosphorsaurediesterbrQcken durch "De- 
phospho"-Briicken und/oder 

(c) vollstandiger oder teilweiser Ersatz des Zuckerphosphat-Ruckgrats und/oder 

20 (d) vollstandiger oder teilweiser Ersatz der P-D-2'-Desoxyriboseeinheiten und/oder 

(e) vollstandiger oder teilweiser Ersatz der naturlichen Nucleosid-Basea 

10. ) Oligonucleotide nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Modifikation definiert ist als 

(a) eine Phosphorothioat-, Phoshorodithioat-, (NR ! R 2 )-Phosphoramidat-, Boranophosphat-, Phosphat- 
(Ci -C 2 i)-O Alkyiester, Phosphat-[(C*--C l2 )Aryl-(Ci _C 2 i)-0-Alkyl]ester, 2^-Trichlorodimethy- 

25 lethylphosphonat-, (d— Cs)Alkylphosphonat-, (Ce— Ci 2 )-Arylphosphonat-Brucke, bevorzugt eine 

Phosphorothioat-, Phoshorodithioat-, (NR l R 2 )-Phosphoramidat-, Phosphat-O-Methylester-, Phosphat- 
O-ethylester-, Phosphat-O-isopropylester-, Methylphosphonat-, Phenylphosphonat-Brucke, besonders 
bevorzugt eine Phosphorothionat-, Phosphorodithioat-, Methylphosphonat-Brflcke und ganz beson- 
ders bevorzugt eine Phosphorothioat-Briicke, 

30 wobei 

R 1 und R 2 unabhangig voneinander fur Wasserstoff oder fur (Ci— Ci 8 )-Alkyl, (Ce-G^Aryi, 
(C6-Ci 4 )-Aryl-(Ci-Ce)-alkyl, — (CH 2 )c — [NH(CH 2 )c]d — NR 3 R 3 steht, worin c eine ganze Zahl von 2 
bis 6 und d eine ganze Zahl von 0 bis 6 ist, und R 3 unabhangig voneinander Wasserstoff, (Ci — CeJ-Alkyl 
oder (Ci -C4)-Alkoxy-Ci -Ce-alkyl ist; bevorzugt steht R l und R 2 fiir Wasserstoff, (d -Cg)-AIkyl oder 
35 Methoxyethyl, besonders bevorzugt fur Wasserstoff, (Q — C4)- Alkyl oder Methoxyethyl stehen oder R 1 

und R 2 zusammen mit dem sie tragenden Stickstoffatom einen 5-6-gliedrigen heterocyclischen Ring 
bilden, der zusatzlich ein weiteres Heteroatom aus der Reihe O, S, N enthalten kann; 

(b) Formacetal, 3'-Thioformacetal, Methylhydroxylamin, Oxim, Methylendimethylhydrazo, Dimethy- 
lensulfon oder Silylgruppen, bevorzugt Formacetale und 3'-Thioformacetale; 

40 wobei vorzugsweise ein, zwei oder drei Phosphorsaurediesterbrucken am 5'-Ende und/oder am 3'-En- 

de ersetzt werden, bevorzugt am 5'- und am 3'-Ende, vorzugsweise der Ersatz der Phosphorsauredie- 
sterbrucken an den Pyrimidin-Positionen erfolgen soli; 

(c) "Morpholinonucleotid ,, -Oligomer; 

(d) a-D-2'-Desoxyribose, L-2'-Desoxyribose, 2'— F-2'-Desoxyribose, 2'— 0-(Ci— CejAlkyl-Ribose, 
« 2'-p— (C 2 — CejAlkenyl-Ribose, 2'— NH 2 -2'-desoxyribose, p-D-Xylofuranose, a-Arabinofuranose, 

2,4-Dideoxy-P-D-erythro-hexo-pyranose, carbocyclische, offenkettige oder Bicyclo-Zuckeranaloga, 
vorzugsweise als 2'-F-2'-Desoxyribose, 2'-0-(Ci-Q>)Alkyi-Ribose, 2'-0-(C 2 -C6)Alkenyl-Ribo- 
se, 2 9 — NH 2 -2 l -desoxyribose, besonders bevorzugt als 2'— F-2'-Desoxyribose, 2'— 0-(Ci — C^Alkyl- 
Ribose, 2'—0— (C 2 — C^Alkenyl-Ribose, 2'— NH2-2'-desoxyribose, ganz besonders bevorzugt als 
50 2'-0-Methyl-, 2'-0-Allyl-, 2'-0-Butylribose, 

wobei vorzugsweise ein, zwei oder drei Riboseeinheiten am S'-Ende und/oder am 3'-Ende ersetzt 
werden, bevorzugt am 5'- und am 3'-Ende, vorzugsweise der Ersatz der Riboseeinheiten an den 
Pyrimidin-Positionen erfolgen soli; 

(e) 5-(HydroxymethyI)uracii, 5-Aminouracil, Pseudouracil, Dihydrouracil, 5-(Ci— CeJ-Alkyi-uracil, 
55 5-(C 2 -C6)-Alkenyl-uraciI, 5-(C 2 -C6>-AIkinyI-uraciI, 5-(Ci -CeJ-Alkyl-cytosin, 5-(C 2 -C6)-Alkenyl-cy- 

tosin, 5-(C 2 — C«)-Alkinylcytosin, 5-Fluoruracil, 5-Fluorcytosin, 5-Chloruracil, 5-Chlorcytosin, 5-Bromu- 
racil, 5-Bromcytosin, bevorzugt als 5-(Ci-C6)-AlkyI-uracil, 5-(C 2 -C6)-AlkenyI-uracil, 5-(C 2 -C6)-Alki- 
nyl-uracil, 5-(Q-C6)-AIkyI-cytosin, 5-(C 2 -C6>-Alkenyl-cytosin, 5-(C2-C6)-AIkinyl-cytosin, 5-Fluoru- 
racil, 5-Fluorcytosin, 5-Chloruracil, 5-Chlorcytosin, 5-Bromuracil, 5-Bromcytosin, besonders bevorzugt 
so als 5-(C 3 -Q)-Alkyl-uracil, 5-(C 2 — Ce)-AikenyI-uracil, 5-(C 2 --C6)-Alkinyl-r~acil, 5-(Q -C<0-Alkyl-cy- 

tosin, 5-{C 2 — CeJ-Alkenyl-cytosin, 5-(C 2 — CeJ-Alkinyl-cytosin, ganz besonders bevorzugt als 5-Pentinyl- 
cytosin, 5-Hexinyluracil, 5-Hexinylcytosin, 

wobei der Ersatz der Nucleosid-Basen nicht in den CAP-Bereichen erfolgen soil, 
wobei von den obengenannten Modifikationen vor allem die Modifikationen aus den Gruppen a), b), c) und 
65 d), vor allem aus den Gruppen a) und d), insbesondere aus der Gruppe a) bevorzugt sind. 

1 1.) Oligonucleotide nach einem der Ansprtiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB sie am 5'- und/oder 
am 3'-Ende mit Molekulen ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Poly-Lysin, Interkalatoren wie Pyren, 
Acridin, Phenazin, Phenanthridin, fluoreszierenden Verbindungen wie Fluorescein, Cross-Linkern wie Pso- 
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ralen, Azidoproflavin, lipophilen MolekQlen wie (C12— C w )-Alkyi, Lipiden wie 1,2-di-hexadecyi-rac-glycerin, 
Steroiden wie Cholestcrin oder Testosteron, Vitaminen wie Vitamin E und Poly- bzw. Oligoethylenglycol 
(C 12 -Ci 8 )-Alkyl-Phosphatdiestern t -0-CH 2 — CH(OH)-0-(Ci 2 — C !8 )-Alkyi, bevorzugt aus lipophilen 
MolekQlen wie (C12— C2o)-AJkyi und Steroiden wie Cholesterin oder Testosteron, Poly- oder Oligoethylen- 
glykol, Vitamin E, Interkalatoren wie Pyren und (Cm— Ci 8 )-Alkyl-Phosphatdiestern und 5 
-0-CH 2 -CH(OH)-0-(Ci2-Ci 6 )-Alkyl verbunden sind. 

12. ) Oligonucleotide nach einem der Ansprtiche 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie am 5'- und/oder 
ein 3'-Ende 3'-3'- und/oder 5'-5'-Inversionen enthalten. 

13. ) Verfahren zur Herstellung der Oligonucleotide gemaB einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie chemisch synthetisiert werden. 10 

14. ) Arzneimittel enthaltend ein oder mehrere Oligonucleotide gemaB einem der Ansprtiche 1 bis 12 und 
einen physiologisch annehmbaren Trager sowie gegebenenfalls geeignete Zusatz- und/oder Hilfsstoffe. 

15. ) Verwendung der Oligonucleotide gemaB einem der Ansprtiche 1 bis 12 zur Herstellung eines Arznei- 
mittels zur Behandlung von Erkrankungen, die durch Viren hervorgerufen werden, zur Behandlung von 
Krebs, Restenose oder von Erkrankungen, die durch Integrine oder Zell-Zell-Adhasionsrezeptoren beein- 15 
fluBt werden oder die durch diffusible Faktoren wie TNF alpha ausgelost werden. 

16. ) Verwendung der Oligonucleotide gemlB einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Herstellung eines Diagnosti- 
kums far Erkrankungen, die durch Viren hervorgerufen werden, fur Krebs, Restenose oder fur Erkrankun- 
gen, die durch Integrine oder Zell-Zell-Adhasionsrezeptoren beeinfluBt werden oder durch diffusible Fakto- 
ren wie TNF alpha ausgelost werdea 20 
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